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PROCEDE DE DETERMINATION DE LA TAILLE EN 
NUCLEOTIDES DE FRAGMENTS D'ADN. 

La presente invention concerne un proc6de 
permettant de determiner la taille en nucleotides de 
5 fragments d'ADN. 

Le procede conforme k la presente invention 
exploite un processus de separation des fragments d'ADN, 
par eiectrophorfese sur gel. 

La separation et la detection de fragments d'ADN 
10 marqu6s, par exemple marques par des marqueurs 
f luorescents , par eiectrophorese sur gel, sont bien 
connues de 1'homme de l'art. 

On connait sur le marche differents appareillages 
aptes k realiser ces fonctions. Parmi ces appareillages 
15 connus on peut citer le dispositif automatise 
d' eiectrophorfese sur gel & s6quengage d'ADN automat ique 
commercialise par la Societe Applied Biosystem sous la 
reference 373A. Ce dispositif est decrit dans le document 
US-A-4 811 218. 

20 Les appareillages connus de separation de 

fragments d'ADN par eiectrophorese sur gel comprennent 
generalement : 

- un support plan de migration form6 d'un gel, par exemple 
en polyacrylamide ou agarose, apte k recevoir des 

25 echantillons d'ADN prealablement marques, 

- une source d' alimentation eiectrique continue haute 
tension, typiquement de 1000 & 1500V, connect ee entre les 
extremites du gel support pour induire la separation des 
fragments d'ADN, par eiectrophorese, 

30 - un ensemble de detection des fragments d'ADN migrant 
successivement sur le gel support, place a la base de 
celui-ci et 

- un ensemble d 'enregistrement et de traitement des 
donnees issues de 1' ensemble de detection. 

35 Les echantillons d'ADN sont prepares selon 
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diverses techniques bien connues de 1'homme de 1'art. 

Ces techniques de preparation connues utilisent 
generalement une methode d ' amplification enzymatique in 
vitro de sequences d'acides nucleiques ADN mono-brins ou 
5 double brins, notamment par PCR (Polymerase Chain 
Reaction) ou par la technique par SDA (Strand Displacement 
Amplification) . 

Les techniques d ' amplification in vitro , notamment 
par PCR ou SDA, ont ete d6crites dans la litterature. On 
10 peut citer en particulier les publications EP-A-201 184 et 
EP-A-200 362 sur la technique de base pour la methode PCR. 
La technique d r amplification dite par SDA (Strand 
Displacement Amplification) a 6te decrite lors de la 
conference de San Diego sur les Acides Nucleiques les 20- 
15 22 novembre 1991. 

Dans ces methodes d' amplification enzymatique 
d ' ADN , 1' amplification de la sequence s'effectue par 
cycles successifs. 

Chaque cycle comporte plusieurs etapes : 
20 - une etape d' hybridation d' amorces oligonucleotides 
specif iques sur les extremites 5' des fragments d ' ADN qui 
leur sont compiementaires , et 

- une etape d' elongation h partir des extremites 3' des 
amorces & l'aide d'une ADN polymerase. 

25 Le facteur de multiplication des fragments d'ADN 

est en theorie de deux h chaque cycle. 

Dans les techniques d' amplification enzymatique 
d'ADN du type PCR, les 6chantillons sont denatures par la 
chaleur au debut de chaque cycle. L'emploi d'une 

30 polymerase thermostable, la Taq polymerase, a permis de 
developper des cycleurs automatiques ( denaturation 
thermique / hybridation / polymerisation enzymatique ) 
dont les differentes etapes ne se distinguent que par leur 
temperature op6ratoire. Les conditions de denaturation 

35 correspondent generalement h une elevation de la 
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temperature du milieu reactionnel au-dessus de 90°C, 
1' hybridation a lieu generalement entre 50 et 70°C et 
1' elongation par l'ADN polymerase peut s'effectuer h des 
temperatures relativement eievees, de l'ordre de 70°C si 
5 1'on utilise une ADN polymerase stable ci la chaleur. 

En revanche, dans d'autres techniques 
d ' amplification enzymatique d'ADN, telles que la technique 
par SDA, les produits obtenus k la fin de chaque cycle ne 
sont pas denatures par la chaleur. II s'agit de methodes 

10 isothermes. 

La methode d' amplification par SDA repose sur 
1' utilisation d' amorces oligonucieotidiques modifiees en 
5' par 1' addition d'une sequence d'ADN reconnue par une 
enzyme de restriction, par exemple 1 'enzyme Hinc II • Le 

15 processus requiert la formation d'un site de restriction 
thioie par incorporation de deoxyadenosine triphostate 
soufr6 f et les actions alternees de ladite enzyme Hinc II 
qui hydrolyse partiellement (sur un seul brin), ledit site 
de restriction, et de l'ADN polymerase qui synthetise a 

20 partir du point d' hydrolyse un nouveau brin, avec 
deplacement simultane de la sequence nucieique 
pr6cedemment coup6e, sans que la d6naturation soit 
necessaire. L ' hybridation des amorces modifiees sur la 
cible necessite seulement une premiere etape de 

25 denaturation de l'ADN. La reaction se fait ensuite a 37°C. 

Le marquage des fragments est opere g6n6ralement a 
1'aide de quelques cycles d' amplification additionnels en 
presence d' oligonucleotides amorces presentant un marquage 
radioactif , enzymatique ou, de preference, fluorescent, & 

30 base de f luorophores . 

Le gel support de migration comprend gen6ralement 
plusieurs pistes paralieies, par exemple 24 pistes. 

Dans le cas preferentiel d'un marquage fluorescent 
k base de f luorophores, 1' ensemble de detection comprend 

35 un systeme d' excitation (laser ou lampe halogfene par 
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exemple) et un capteur sensible au rayonnement fluorescent 
g6n6r6 par 1 ' Schantillon excite • Dans certains 
dispositifs, un jeu de miroirs places sur un chariot 
d6plac6 en translation en va et vient en regard de la base 
5 du gel, balaye successivement les diverses pistes, 
r6fl6chit le rayonnement d 'excitation sur l'fichantillon et 
renvoie le rayonnement fluorescent sur le capteur. 

Dans d'autres dispositifs, le rayonnement 
d' excitation est directement envoy£ dans l'6paisseur du 
10 gel, perpendiculairement £ la direction d'61ectrophor6se 
et parallelement au plan du gel, tandis qu'une s6rie de 
capteurs recueille le signal de fluorescence. 

Le capteur d£livre un signal dont 1' amplitude est 
proportionnelle & la concentration de la couleur 
15 fluorescente d6tect6e, pourvu que cette amplitude reste 
infSrieure k un certain seuil. 

Par ailleurs, pour certains dispositifs, on sait 
utiliser simultan6ment quatre fluorophores de "couleurs" 
diffSrentes, ce qui permet de placer quatre 6chantillons 
20 de marquages diff 6rents sur chaque piste. 

Pour cela, il est simplement n£cessaire de pr6voir 
un ensemble de filtres motorist par exemple une roue h 
quatre filtres d€plac6e s6quentiellement , en amont du 
capteur, pour d§celer successivement chacun des 
25 rayonnements et detecter par consequent chacun des 
echantillons . 

La pr6sente invention peut par exemple trouver 
application dans le procede de description des repertoires 
du systdme immunitaire, presente dans la demande de brevet 
30 deposee en France le 9.01.1991 sous le N°91 00189. 

Ce precede se caracterise essentiellement en ce 

que 

- & partir d'un preifevement biologique, on effectue la 
transcription reverse des ARNm qu'il contient, 
35 - on effectue ensuite, sur le produit de transcription (ou 
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directement sur l'ADN extrait de 1 '6chantillon) , des 
amplifications separees pour chaque couple d' amorce V, C, 
V correspondant a un segment variable du repertoire en 
cause et C s'hybridant au segment constant du repertoire 
5 etudie , 

- sur chacun de ces produits d' amplification on effectue, 
pour chaque segment J du repertoire, marque, une 6tape 
d' elongation utilisant comme amorce une oligonucleotide 
specif ique de ce segment J et le produit d' amplification 

10 comme matrice, 

- pour chaque produit d' elongation correspondant h un 
triplet V,C,J ainsi obtenu on fait apparaitre la taille et 
la quantite des differents produits d' elongation, 

- la description du repertoire est realisee pour chaque 
15 element du repertoire correspondant k un triplet V,C,J et 

& la taille de 1 'element par la mesure de la quantite de 
cet element dans ledit repertoire. 

On se reportera utilement k la description de 
cette demande de brevet FR 91 00189 pour la bonne 
20 comprehension de ce processus de description des 
repertoires du systfeme immunitaire , 

La presente invention peut egalement trouver 

* 

application dans le procede de determination de la 
quantite d'un fragment d'ADN d'int6ret par une methode 
25 d' amplification quantitative, presente dans la demande de 
brevet d6posee en Prance le 15 Novembre 1991 sous le n° 91 
14089. 

Ce procede se caracterise essentiellement en ce 

que s 

30 1) on ajoute k 1 'echantillon Si analyser contenant le 
fragment d'ADN d'int6r§t, un fragment d'ADN standard 
different du fragment d'ADN d'interet mais amplifiable par 
les memes oligonucleotides amorces, les fragments d'ADN 
standards et d'interdt ne differant en sequences et/ou en 

35 taille de pas plus de 10% environ, de preference de pas 
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plus de 5 nuceiotides par brin, 

2) on co-amplifie les fragments d'ADN d'interet et 
standard avec les memes oligonucleotides amorces, de 
preference jusqu'Si saturation de 1 'amplification du 

5 melange de ces fragments d'ADN, 

3) on ajoute dans le milieu reactionnel obtenu a l'etape 
2 ) un ou plus ieurs oligonucleotide { s ) amorce ( s ) marque ( s ) , 
specif ique(s) des fragments d'ADN d'interet et standards, 
et differents desdits oligonucleotides amorces de l'etape 

10 2), et on effectue un ou quelques cycle(s) d' amplification 
suppiementaire(s) avec le ou lesdits oligonucleotide (s ) 
amorce(s) marqu6(s), de sorte que, au cours d'un cycle, 
apres d6naturation de l'ADN, le ou lesdits 
oligonucleotide^ ) amorce(s) marque(s) s ' hybride ( nt ) avec 

15 lesdits fragments en un site approprie pour qu'une 
elongation par l'ADN polymease gen&re des fragments d'ADN 
marques de taille et/ou de sequences differentes ou avec 
des marqueurs differents selon qu'ils proviennent des 
fragments d'ADN d'interet ou standards respectivement, 

20 puis 

4) on determine la quantite initiale de fragment d'ADN 
d'interet comme etant le produit de la quantite initiale 
de fragment d'ADN standard et du rapport entre la quantite 
de fragment d'ADN d'interet amplifie et la quantite de 

25 fragment d'ADN standard amplifie, rapport qui est 
identique h celui des quantites des fragments d'ADN 
marques provenant respectivement des fragments d'ADN 
d'interet et standards amplifies obtenus k l'6tape 3). 

Selon une mise en oeuvre particulidre, la 

30 determination de la derniere etape du procede pr6cite se 
fait en : 

- s6parant selon leur taille par elect rophorSse sur gel 
les fragments d'ADN marques provenant des fragments d'ADN 
d'interet et standards amplifies, puis en 
35 - detectant les intensites des signaux correspondant au 
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marqueur d'une amorce respective pour les fragments d'ADN 

marques provenant des fragments d'ADN d'int6r§t et 

standards respectivement. 

On se reportera utilement a la description de 
5 cette demande de brevet FR 91 14089 pour la bonne 

comprehension de ce processus de determination de la 

quantity d'un fragment d'ADN d'interet. 

Dans les appareillages connus, la taille en 

nucleotides des fragments d'ADN est evalu6e de fagon assez 
10 rudimentaire k 1'aide d'une comparaison visuelle de la 

position des echantillons d£tect£s par rapport & la 

position de standards de taille marques qui sont codeposes 

sur le gel support et soumis a la meme eiectrophorese que 

les echantillons & mesurer. 
15 La presente invention a pour but de perfectionner 

la technique existante en proposant de nouveaux moyens 

permettant une mesure plus precise de la taille des 

fragments d'ADN* 

Ce but est atteint selon la presente invention 
20 grace k un proc6d6 comprenant les etapes qui consistent 

k : 

i) mesurer le temps de migration, sur une longueur 
const ante pred6terminee f de chaque fragment d'ADN detecte, 
et 

25 ii) etablir une correlation entre la taille de chaque 
fragment d'ADN detecte et le temps de migration de celui- 
ci. 

Selon une caracteristique avantageuse de la 
presente invention, la correlation entre la taille de 
30 chaque fragment d'ADN detecte et le temps de migration de 
celui-ci, est etabli sur la base de la loi : 
L(t)=A exp[-B/(t+to)]+C 

dans laquelle A, B et C sont des constantes, t repr6sente 
le temps de migration, to repr6sente une constante de 
35 temps et L(t) repr6sente la longueur en nucleotides de 
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l'ADN d6tecte. 

D'autres caracteristiques , buts et avantages de la 
presente invention apparaitront k la lecture de la 
description detailiee qui va suivre, et en regard des 
5 dessins annexes donnas k titre d'exemple non limitatif et 
sur lesquels : 

- la figure 1 represente un organigramme schematique 
general du procede conforme a la presente invention, 

les figures 2 a 7 representent sous forme 
10 d ' or ganigrammes des Stapes particulidres de ce procede, et 

- la figure 8 represente un organigramme g6n6ral 
regroupant 1' ensemble des etapes qui vont etre decrites 
par la suite. 

Comme indique precedemment, le precede conforme k 
15 la pr6sente invention , congu pour determiner la taille en 
nucleotides de fragments d'ADN, exploite un processus de 
separation des fragments d'ADN par eiectrophor&se sur gel. 

Ce processus de separation connu en lui-meme et 
rappeie ci-dessus dans ses caracteristiques essentielles 
20 ne sera pas decrit plus en detail par la suite.. 

Plus precisement, la presente invention exploite 
un processus selon lequel des standards de taille connue 
sont codeposes sur le gel support. De preference , il est 
ainsi depose des standards de taille connue sur trois 
25 pistes t6moins, k savoir sur les deux bords lateraux du 
gel support et au centre de celui-ci. 

Le nombre n de standards de taille ainsi codeposes 
sur chaque piste temoin du gel support peut etre choisi 
quelconque par 1'utilisateur. Toutefois, de preference, on 
30 depose cinq standards de taille sur chaque piste temoin. 

A titre d'exemple non limitatif, ces cinq 
standards de taille connue peuvent comprendre 
respectivement 96, 114, 140, 157 et 176 nucleotides. 

Comme cela est schematise sur la figure 1 annexee, 
35 le procede conforme k la presente invention comprend de 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://www.sughrue.com 



WO 94/01581 



PCT/FR93/00675 



preference les etapes consistant a : 

a) operer une eiectrophorese sur gel d'6chantillons d'ADN 
marques et de standards de taille marques codeposes sur le 
gel (6tape 100 sur la figure 1), 
5 b) detecter et memoriser le signal issu du capteur de 
1 'ensemble de detection (etape 200 sur la figure 1), 

c) filtrer les donnees mesurees (etape 300 sur la figure 

1), 

d) determiner la taille des fragments d'ADN detectes 
10 (etape 400 sur la figure 1), et 

e) visualiser les resultats obtenus ( etape 500 sur la 
figure 1 ) . 

Le cas echSant, l'etape de filtrage 300 peut etre 
op6ree avant l'etape de memorisation 200. 

15 De preference, k l'etape 200, les courbes issues 

du capteur sont stockees dans un fichier specifique 
respectif & raison d'un fichier par piste de mesure. 

La phase de filtrage 300 comprend de preference, 
comme cela est schematise sur la figure 2, l'etape 

20 initiale 210 de filtrage passe-bas module par une 
convolution de Lanczos, afin d'61iminer le bruit haute 
frequence, & 1 'aide d'un filtre pr6sentant de preference 
une frequence de coupure reglable et une largeur de 
fenetre reglable. 

25 La largeur de la fenetre de Lanczos est egalement 

reglable . 

Enfin, la phase de filtrage 300 comprend l'etape 
ultime 320 de sous tract ion de la ligne de base obtenue en 
tout point, comme la valeur minimale de la courbe filtree, 
30 sur une valeur de fenetre determinee. 

La largeur de cette fenetre doit bien sGr etre 
bien sup6rieure k la largeur d'un pic ; de preference, la 
largeur de cette fenetre est reglable. 

On va maintenant deer ire l'etape 4 00 de 
35 determination de la taille des fragments d'ADN detectes. 
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Comme cela a ete 6voque precedemment , selon 
1' invention, l'etape principale de determination de la 
taille des fragments d'ADN consiste, apres avoir mesure le 
temps de migration de chaque fragment d'ADN detecte, ct 
5 etablir une correlation entre la taille L de chaque 
fragment d'ADN detects et le temps de migration de celui- 
ci k l'aide de la relation : 
L(t)= A exp[-B/(t+to)]+c 

dans laquelle A, B et C sont des constantes, t represente 
10 le temps de migration et to represente une constante de 
temps. 

On notera que to=0 lorsque l f origine temporelle de 
la mesure coincide avec le debut de 1 ' eiectrophorese . 

Plus pr6cisement, comme cela est schematise sur la 
15 figure 3, l'etape 400 consiste £ : 

a) determiner les coefficients A, B, C pour chaque piste 
temoin comportant des standards de taille (etape 410 sur 
la figure 3), dont les temps de migration ti ont 6te 

mesures , 

20 b) operer une interpolation des temps de migration ti 

mesur6s dans les pistes temoin, pour les pistes de mesure 
(6tape 420 sur la figure 3), 

c) k partir de cette interpolation, determiner, pour 
chaque piste de mesure la valeur des parametres A, B et C 

25 (6tape 430 sur la figure 3) 

d) determiner la taille des fragments d r ADN sur la base de 
la loi precitee (etape 440 sur la figure 3) etablie pour 
chacune des pistes du gel* 

L'etape 410 est illustree sous forme 
30 d'organigramme sur la figure 4. 

Cette etape 410 debute par une etape 411 de saisie 
des i standards de taille dans le fichier correspondant. 
Cette etape 411 detainee sur la figure 5 est operee comme 
suit. 

35 Dans une premiere phase 4110, 1 'appareillage 
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recherche automatiquement dans une fenetre de mesure fixee 
par defaut, mais modifiable par 1'utilisateur, les i pics 
de rayonnement. Cette recherche est op6r6e en comparant 
(etape 4111) les pics d' intensity mesures avec un seuil 
5 progressivement abaisse (6tape 4112) jusqu'S. obtention des 
i pics (etape 4113). 

Si la premiere phase 4110 ci-dessus ne permet pas 
d'obtenir les i pics recherches, 1 'appareillage passe a 
une seconde phase 4114 dans laquelle 1'utilisateur peut 

10 soit modifier la largeur de la fenetre & 1 'etape 4115 et 
relancer la phase de recherche automatique pr6citee 4110 , 
soit operer une recherche manuelle (etape 4116) en 
identifiant par tous moyens connus (par exemple & l'aide 
d'un pointeur deplace sur ecran) les pics recherches, sur 

15 une representation de la courbe mesuree visualisee sur 
ecran . 

Comme cela est represente sur la figure 4 annexee, 
une fois les standards de taille identifiee de fagon 
automatique ou manuelle k 1 'etape 411 de saisie des 

20 standards, cette etape est suivie d'une etape 412 de 
mesure du temps ti de migration des standards de longueur 
connue Li puis d'une etape 413 de calcul des coefficients 
A, B et C pour ces standards sur la base de cette mesure. 

Le temps de migration ti des standards de taille , 

25 mesure & 1' etape 412, correspond au temps mis par ceux-ci 
pour atteindre le capteur de 1 ' ensemble de detection place 
^ la base d'un gel support, & partir d'une origine 
temporelle • 

Cette origine temporelle peut correspondre h 
30 1 'initialisation de 1 'eiectrophor&se, auquel cas la 
constante de temps to est nulle. 

L' origine temporelle peut aussi etre posterieure & 
1 'initialisation de 1 'eiectrophor^se, auquel cas la 
constante de temps to est 6gale au decalage entre 
35 1 ' initialisation de 1 ' eiectrophorfee et 1' origine 
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temporelle consid6r6e. L'utilisateur introduit alors la 
valeur de ce parametre une fois pour toute. Dans la suite, 
on prend t 0 = 0 pour simplifier l'6criture. 

L'6tape 413 est illustr6e sur la figure 6. 
5 A 1'etape 413 , les coefficients A f B, C sont tout 

d'abord estim6s (6tape 4130) & 1'aide de la fonction 
d'erreur suivante au moindres carr6s : 

n 

f(A,B,C,) - 2 [Li- (A exp(-B/ti)+C)]2 

10 i=l . 

dans laquelle n est le nombre d'ADN standards, 
en recherchant la valeur de ces coefficients A, B et C 
pour lesguels les fonctions d£riv6es partielles en A, B, 
C, de cette fonction f(A, B, C) sont nulles. 

15 On obtient ainsi un systeme de trois Equations 

dont l'une en fonction seulement de B : 
n 

[ 2 (Li-L)exp(-B/ti)] x 
i=l 

20 n 

t 51 (exp(-B/ti)-exp(-B/t))exp(-B/ti)l/ti] = 

i=l 
n 

[ 2 (Li-L)exp(-B/ti)l/ti] x 

25 i=l 

n 

[ 2 (exp(-B/ti)-exp(-B/t))exp(-B/ti)] 

i=l 

n 

30 A=[ 2(Li-L)exp(-B/ti)] / 
i=l 

n 

[ E(exp(-B/ti)-exp(-B/t))exp(-B/ti)] 

i=l 
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n 

C=(l/n) 2 [Li- A exp(-B/ti)] 
i=l 

avec comme notation que : 
5 n 

X(t) = (1/n) 2 X(ti) est la moyenne des X(l), . .., X(n). 

i=l 

La premiere Equation ci-dessus permet done de 
determiner la valeur de la constante B. 
10 Et une fois la constante B obtenue, on obtient les 

constante s A et C sur la base des deux dernieres Equations 
ci-dessus. 

Une fois les coefficients A, B et C obtenus ci 
1' etape 4130 pour les diver ses pistes standards, les 
15 valeurs A, B, C sont reportees k 1 'etape 4131 dans la 
fonction f (A,B,C) ou L(t)=A exp(-B/t)+C afin de verifier 
pour chaque valeur de consigne connue Li d'un standard que 
1'ecart entre la taille theorique ainsi mesuree et la 
valeur de consigne connue Li, est infer ieur a un seuil 
20 donne egal k un nombre predetermine de bases (etape 4132). 

Dans 1' affirmative, le precede conforme & la 
presente invention est poursuivi par 1' etape 
d ' interpolation 420. 

Dans la negative , le calcul des coefficients A, B 
25 et C est repris, en vue d'une optimisation, apres 
modification du seuil defini par un nombre predetermine de 
bases, par l'utilisateur k 1 'etape 4133. 

L'6tape d' interpolation 420 a pour but de definir 
les valeurs des temps de migration ti des marqueurs non 

30 standards pour chaque piste de mesure d'6chantillons sur 
la base des valeurs mesurees pour les pistes standards. 
Cette etape d ' interpolation 420 a pour but de reduire les 
erreurs de mesure dues k une dispersion des paramdtres de 
migration selon la largeur du gel support. 

35 II peut s'agir d'une interpolation lineaire. 
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Toutefois, dans le cadre de la pr6sente invention , 
on peut proceder & une interpolation de type parabolique, 
par exemple 1 ' interpolation de Simpson. L ' interpolation de 
type parabolique donne en effet un r^sultat plus precis 
5 que 1 ' interpolation lin6aire. 

Enfin dans l'6tape 420, on determine pour chaque 
piste de mesure, les valeurs des coefficients A, B et C a 
partir des valeurs ti resultant de 1' interpolation, et ce 

& l'aide des relations donn6es pr6c6demment . 

10 En pratique, certains appareillages n6cessitent 

que tous les Schantillons ne soient pas charges sur le gel 
simultan6ment . Le plus souvent les gels supports possedent 
ainsi des pistes paires ayant une origine temporelle 
commune et des pistes impaires ayant Sgalement une origine 

15 temporelle commune, mais d€cal£e dans le temps par rapport 
aux pistes paires. 

Dans ce cas, des standards de taille sont 
cod6pos6s sur le gel support respectivement avec les memes 
origines que les diverses pistes de mesure • 

20 II est done n^cessaire de calculer les 

coefficients A, B, C, pour les standards de taille 
pr€sentant des origines diff€rentes correspondant 
respectivement aux pistes paires et impaires et de 
proc6der k des interpolations respectives pour les pistes 

25 de mesure paires et impaires respectivement. 

En d'autres termes, les 6tapes 410 et 412 sont 
r6it6r6es pour chaque origine de piste de mesure. 

Une fois les coefficients A, B et C connus, et de 
pr£f£rence m6moris6s pour chaque piste de mesure, on 

30 procede & l'6tape 440. 

Comme cela est illustrS sur la figure 7, cette 
6tape 440 se decompose en trois sous-stapes suivantes : 
a) saisie des pics du signal de mesure correspondant aux 
fragments d'ADN (6tape 441 sur la figure 7). Cette saisie 

35 peut §tre op£r6e automatiquement en comparant 1' amplitude 
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du signal de mesure avec un seuil. Ce seuil peut etre 
reglable ainsi que la largeur de la fenetre consider6e. La 
saisie des pics utiles peut aussi etre op6ree 
manuellement. L'op6rateur recherche alors manuellement les 
5 pics du signal correspondant aux fragments d'ADN, comme 
decrit precedemment et illustre sur la figure 5 pour la 
saisie des standards. 

b) mesure a l'6tape 442 du temps de migration des 
fragments d'ADN, comme decrit precedemment a l'etape 412 

10 pour les standards, et enfin 

c) calcul St l'6tape 443 de la taille des diff brents 
fragments d'ADN sur la base- de la relation : 
L(t)=Aexp[-B/(t+to) ]+C 

Une fois les resultats entiferement calculus, la 
15 representation de ceux-ci peut etre visualis6e sous toute 

forme appropri6e l'6tape 500. 

Par exemple, dans le cadre d'un procede de 

description des repertoires du systeme immunitaire 

presents dans la demande FR 91 00189, on peut illustrer 
20 les resultats sous forme d'une matrice tridimensionnelle 

dont deux axes correspondent aux amorces V et J, tandis 

que le troisieme axe correspond a la valeur de taille des 

segments d'ADN detectes. 

Les differents 6chantillons analyses qui 
25 correspondent k des lignes diffSrentes d'une section 

J/Taille de la matrice correspondent h des amorces J 

respectives et diff6rentes d'une ligne h 1' autre. Or ces 

diverses amorces J pr6sentent des rendements differents. 

Pour permettre de comparer les valeurs representees d'une 
30 ligne k 1' autre, il faut done normaliser les valeurs 

mesurees, en fonction de rendement des amorces J, avant 

d'operer la visualisation. 

De m§me, les amorces V possfedent des rendements 

differents. Par consequent, pour permettre de comparer 
35 directement les valeurs representees dans les diverses 
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sections J/Taille on procede de preference a une 
normalisation des valeurs mesurees d'une section a 
1' autre, sur la base de mesures quantitatives realisees 
selon le procede deer it dans la demande de brevet FR 91 
5 14089 relative a la determination de la quantity d'un 
fragment d ' ADN d'interdt, avant de proceder la 
representation. 

La presente invention permet d'ameiiorer nettement 
la precision de mesure de taille des fragments d r ADN. 

10 En effet, alors que la comparaison grossiere des 

fragments d'ADN migrant par eiectrophorese, avec des 
standards de taille connue cod6pos6s, selon l'dtat de la 
techique, permet au mieux de connaitre la longueur des 
fragments d'ADN avec une precision de 1'ordre de 1 k 2%, 

15 selon 1' invention au contraire, la precision de la mesure 
est de 1'ordre de 0,3%. 

Bien entendu la presente invention n'est pas 
limitee au mode de realisation particulier qui vient 
d'etre decrit mais s'6tend a toute variante conforme a son 

20 esprit. En particulier dans le cas de 1 'utilisation 
simultanee de plusieurs fluorophores emettant a des 
longueurs d'ondes differentes, comme indique precedemment , 
il est preferable de completer le procede qui vient d'etre 
decrit, par un processus initial d 'elimination du 

25 recouvrement des couleurs. On sait en effet que dans le 
cas de multiples fluorophores , le signal fluorescent 
detecte, donne une contribution imporatante dans le canal 
de la couleur ad hoc, mais egalement, du h 1 ' imperfection 
du filtre situe devant le capteur, des contributions, 

30 certes moins import antes, dans les trois autres canaux. 
Afin d'eiiminer ces signaux parasites, les donnees 
enregistrees peuvent subir une operation qui consiste a 
multiplier la matrice de p lignes (p representant le 
nombre de fluorophores utilises) et de n points (ou n est 
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le nombre de mesures r6alis6es pendant 1 ' 61ectrophor6se ) 
par une matrice carr6e (pxp) caract^ristique de 
l'appareil. Une fois cette transformation lin6aire 
r6alis6e, les contributions parasites au signal d'une 
5 couleur sont 61imin6es presque totalement. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de determination de la taille en 
nucleotides de fragments d'ADN s6par6s par eiectrophorese • 

5 sur gel caracterise par le fait qu'il comprend les Stapes 
qui consistent a : 

i) mesurer le temps de migration , sur une longueur 
constante pr£d6termin£e , de chaque fragment d'ADN detect e, 
et 

10 ii) etablir une correlation entre la taille de chaque 
fragment d'ADN detecte et le temps de migration de celui- 
ci. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que la correlation entre la taille (L) de 

15 chaque fragment d'ADN detecte et le temps de migration de 
celui-ci est etablie sur la base de la loi : 
L ( t ) =Aexp[-B/ ( t+to ) ] +C 

dans laquelle A, B, C sont des constantes, t represente le 
temps de migration et to represente une constante de 
20 temps. 

3. Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, 
caracterise par le fait que la correlation entre la taille 
(L) de chaque fragment d'ADN detecte et le temps de 
migration de celui-ci est etabli sur la base de la loi : 

25 L ( t ) =Aexp [ -B/t ] +C 

dans laquelle A, B, C sont des constantes et t represente 
le temps de migration. 

4. Procede selon l'une des revendications 2 ou 3, 
dans lequel des standards de taille connue sont codeposes 

30 sur le gel, caracterise par le fait que la valeur des 
coefficients A f B et C est recherchee, pour les standards 
de taille connue, lorsque les fonctions derivees 
partielles en A, B et C de la fonction suivante sont 
nulles : 

35 
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n 

f(A,B,C,) - 2 [Li-(Aexp(-B/ti)+C)]2 

i=l 

dans laquelle Li repr6sente les longueurs connues des 
5 standards de taille d6pos£s, ti repr6sente le temps de 

migration de chacun de ces standards connus. 

5. Proc6d§ selon la revendication 4, caract6ris6 
par le fait que les standards de taille connue sont saisis 
automat iquement par comparaison de la courbe de mesure 

10 d6tect6e dans une fenetre de mesure r6glable, avec un 
seuil progress ivement abaiss6 jusqu'S. obtention des i pics 
recherch£s . 

6. Proc6d6 selon la revendication 4, caract6ris6 
par le fait que les standards de taille connue sont saisis 

15 manuellement. 

7. Proc6d6 selon l'une des revendications 4^6, 
caract6ris6 par le fait que les coefficients A, B et C 
sont determines sur la base des relations suivantes : 

n 

20 [ 2 (Li-L)exp(-B/ti)] x 
i=l 

n 

t 2 (exp(-B/ti)-exp(-B/t))exp(-B/ti)l/ti] = 

i=l 
25 n 

[ 2 (Li-L)exp(-B/ti)l/ti] x 

n 

[ 2 (exp(-B/ti)-exp(-B/t))exp(-B/ti)] 

30 i=l 

n 

A=[ 2(Li-L)exp(-B/ti)] / 
i=l 
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n 



[ £( ex P(~B/ti) -exp ( -B/t ) ) exp ( -B/ti ) ] 
i=l 

n 

C=l/n 2 t^i-Aexp(-B/ti)] 

i=l 

avec la notation que X(t) d6signe la moyenne de la 
fonction X sur les valeurs ti : 

n 



10 X(t) = (1/n) 2 X(ti) 

i=l 

•8. Proc6d6 selon l'une des revendications 4 & 7, 
caract6ris£ par le fait que les coefficients A, B et C 
sont ensuite report6s, pour chaque standard de taille 
15 consid6r6e dans la relation : 
L(t)=Aexp[-B/(t+to) ]+C, 

les valeurs de taille ainsi obtenues 6tant compar6es aux 
valeurs de taille connue af in de reprendre le processus de 
calcul des coefficients A, B et C en vue d'une 
20 optimisation si l'erreur entre la taille mesur6e et la 
taille connue des standards dSpasse un seuil pr6d6termin6 . 

9. Proc6d6 selon l'une des revendications 4 & 8, 
caract6ris6 par le fait qu'il comprend en outre l'6tape 
consistant a determiner les coefficients A, B et C pour 

25 chague piste de mesure & l'aide d'une interpolation des 
positions ti mesur^es pour les standards de taille connue, 

suivie d'un calcul des coefficients A, B et C St partir des 
valeurs ti resultant de 1' interpolation. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caract£ris6 
30 par le fait que 1 ' interpolation est une interpolation 

lin6aire . 

11. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 
par le fait que 1 ' interpolation est de type parabolique. 

12. Proc6d6 selon la revendication 11, 
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caracterise par le fait que 1' interpolation est une 
interpolation de Simpson. 

13. Precede selon l'une des revendications 1 & 
12, caracterise par le fait que le gel support utilise 

5 pour l'61ectrophor£se presente des series de pistes de 
mesure presentant des origines temporelles respectivement 
decaiees et que le proc6de comprend les Stapes consistant 
a calculer les coefficients A, B et C pour les standards 
de taille et a op6rer ulterieurement une interpolation des 
10 positions t ± obtenues & 1'aide des standards de taille, 
suivie d'un calcul des coefficients A, B et C 
correspondants, sur les pistes de mesure, pour chaque 
origine temporelle de migration. 

14. Precede selon l'une des revendications 1 & 
15 13, caracterise par le fait que les courbes issues du 

capteur sont m6moris6es, de preference & raison d'un 
fichier par piste de mesure. 

15. Proc6d6 selon l'une des revendications 1 & 
14, caracterise par le fait que les courbes issues du 

20 capteur font l'objet d'un filtrage. 

16. Proc6de selon la revendication 15, 
caracterise par le fait que l'etape de filtrage comprend 
un filtrage passe-bas. 

17. Procede selon l'une des revendications 15 ou 
25 16, caracterise par le fait que l'etape de filtrage 

comprend un filtrage de Lanczos. 

18. Procede selon l'une des revendications 15 a 

17, caracterise par le fait qu'il comprend en outre 
l'etape de soustraction de la ligne de base de la courbe 

30 mesuree. 

19. Proc6de selon l'une des revendications 1 k 

18, caracterise par le fait qu'il est mis en oeuvre dans 
le cadre d'un procede de description des repertoires du 
systdme immunitaire et qu'il comprend la visualisation du 

35 repertoire sous forme d'une matrice tridimensionnelle dont 
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deux axes correspondent aux amorces V et J tandis que le 
troisi^me axe correspond & la valeur de taille des 
segments d'ADN d6tect6s, et qu'il comprend en outre 
l'6tape de normalisation des valeurs mesur6es, en fonction 
5 du rendement des amorces J, avant d'op^rer la 
visualisation sur chaque section J/Taille de la matrice. 

20. ProcSdd selon la revendication 19, 
caract6ris6 par le fait qu'il comprend en outre 1'gtape de 
normalisation des valeurs mesurSes, d'une section J/Taille 

10 & l' autre , avant de procSder & la representation de la 
matrice. 

21. Proc6d6 selon 1'une des revendications 1 h 
20, caract6ris6 par le fait que les pics du signal 
correspondant aux fragments d'ADN sont saisis 

15 manuellement. 

22. Proc6d£ selon l'une des revendications 1 k 
20, caract6ris6 par le fait que les pics du signal 
correspondant aux fragments d'ADN sont saisis 
automatiquement . 

20 
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